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論  文  内  容  の  要  旨 
 
【目的】 脳室周囲白質軟化症（PVL）は早産児の約 5％に発症する。近年の周産期医療の進歩
により、MRI でも cyst が検出されない軽症型 PVL が増加している。軽症型 PVL は新生児低酸




 我々は、これまでに ES 細胞/iPS 細胞等の幹細胞を用いた細胞療法によって障害脳機能の回復
させるための基礎研究を展開してきた。本研究では、NWMI 病態を反映するモデルラットを用い、




【方法】 生後 5 日齢（P5）の NWMI モデルラットを用い、real-time PCR で Igf2 mRNA の発
現を調べた。IGF-2 の OPC に対する作用を in vitro で調べるため、ラット生後１日齢（P1）の大脳
皮質混合グリア培養から OPC を調整し、OPC の分化培養過程で CNTF および T3 の存在下/非存在
下に 100ng/ml IGF-2 を添加し、6 日間培養を行った。成熟 OL マーカー(CNPase, CC-1)および OPC
マーカー（NG2, PDGFRα）を用い、蛍光免疫染色にて分化程度を調べた。P5 の NWMI モデル
の脳梁へ GFP ラット由来の OPC 2×105個を細胞移植し、移植 2 週後(P19)および 8 週後に 4％PFA
で灌流固定し、移植細胞の生存および分化程度について、蛍光染色により確認した。 
【結果】 NWMI モデル脳の虚血側では、健常側およびコントロールと比較し Igf2 mRNA の発現
が 10 倍以上増加していた。また NWMI モデルの白質（脳梁）において、OL とアストロサイトに
IGF-2 および IGF-2 receptor の発現を蛍光免疫染色により確認した。 
 IGF-2 の OPC への in vitro での作用は、培養 2 日後に、NG2 陽性細胞の割合は IGF-2 添加によ
り減少し(control: 52.0 ± 3.9%; IGF2: 27.1 ± 2.9%, n=8, p<0.005)、また PDGFRα も同様に減少した
(control: 49.1 ± 6.1%; IGF2: 30.8 ± 2.4%, n=7, p<0.05)。一方、成熟 OL のマーカーの CNPase および
CC1 陽性細胞の割合は IGF-2 添加により増加した (CNPase: control: 46.4 ± 4.6%; IGF2: 65.7 ± 5.7%, 
n=8, p<0.05) (CC1: control: 52.1 ± 4.2%; IGF2: 61.9 ± 3.5%, n=8, p=0.05)。培養 6 日後も同様な結果が
認められ、IGF-2 は in vitro において IGF-の OPC 分化促進作用が明らかとなった。さらに、CNTF
および T３非存在下の IGF-2 単独添加でも分化促進作用が見られた。 
 免疫抑制剤の非投与下においても、移植後 2 週後に NWMI モデルラットの 17/19 匹、sham-ope
ラットの 15/17 匹で GFP 陽性の移植細胞の生存を確認した。また、脳梁内における移植細胞の分
化程度を、NWMI および sham で比較したところ、CC1 陽性 GFP 陽性細胞の割合は NWMI 脳内で
著しく減少していた（NWMI: 49.3 ± 3.3%; sham: 67.5% ± 5.8%, p<0.05）。しかし PDGFRα の割合は
2 郡間で有意差を認めなかった（NWMI: 9.9 ± 2.1%; sham: 6.5± 2.4%, p=0.41）。さらに、移植後 8
週後においても、GFP 陽性移植細胞は NWMI ラットの白質にわずかに確認され、その一部細胞に
おいて髄鞘様の突起が確認された。 
【結語】 NWMI 脳内には in vitro で OPC 分化促進作用を有する IGF-2 が発現増加しているが、
移植 OPC の分化は in vivo で抑制されていることが明らかとなった。すなわち、in vivo において
分化抑制機構が IGF-2 の分化促進作用より強いことが明らかになり、分化抑制シグナルの脱抑制
が NMMI への細胞療法において重要であることが示された。 
 論文審査の結果の要旨 
【目的】 脳室周囲白質軟化症（PVL）は早産児の約 5％に発症する。近年の周産期医療の進歩によ
り、MRI でも cyst が検出されない軽症型 PVL が増加している。軽症型 PVL は新生児低酸素虚血性白
質障害（neonatal white matter injury: NWMI）の病態を示し、病理組織学的には後期オリゴデンド
ロサイト(OL)前駆細胞(OPC)のみが選択的に傷害され、生後の髄鞘化が障害される。NWMI においても
脳性麻痺や認知機能障害（注意欠陥多動症など）が問題となるが、根本的な治療法は未だ確立されて
いない。我々は、これまでに ES 細胞/iPS 細胞等の幹細胞を用いた細胞療法によって障害脳機能の回
復させるための基礎研究を展開してきた。本研究では、NWMI モデルラットを用い、NWMI 脳内に発現
増加する 2 型インスリン様成長因子(IGF-2)の OPC に対する生理作用を検討し、また OPC の脳梁部へ
の細胞移植の可能性について検討し、細胞療法による NWMI への新たな治療に向けた基礎的問題点を
明らかにすること、を目的とした。 
【方法】 生後 5 日齢（P5）の NWMI モデルラットを用い、real-time PCR で Igf2 mRNA の発現を調
べた。IGF-2 の OPC に対する作用を調べるため、ラット生後１日齢（P1）の大脳皮質混合グリア培
養から OPC を調整し、OPC の分化培養過程で CNTF および T3 の存在下/非存在下に 100ng/ml IGF-2
を添加し、6 日間培養を行った。成熟 OL マーカー(CNPase, CC-1)および OPC マーカー（NG2, 
PDGFRα）を用い、蛍光免疫染色にて分化程度を調べた。P5 の NWMI モデルの脳梁へ GFP ラット由来
の OPC 2×105 個を細胞移植し、移植 2 週後(P19)および 8 週後に 4％PFA で灌流固定し、移植細胞の
生存および分化程度について、蛍光染色により確認した。 
【結果】 NWMI モデル脳の虚血側では、健常側およびコントロールと比較し Igf2 mRNA の発現が 10
倍以上増加していた。また NWMI モデルの白質（脳梁）において、OL とアストロサイトに IGF-2 お
よび IGF-2 receptor の発現を蛍光免疫染色により確認した。IGF-2 の OPC への in vitro での作用は、培
養 2 日後に、NG2 陽性細胞の割合は IGF-2 添加により減少し、また PDGFRα も同様に減少した。一
方、成熟 OL のマーカーの CNPase および CC1 陽性細胞の割合は IGF-2 添加により増加した。培養 6
日後も同様な結果が認められ、IGF-2 の OPC 分化促進作用が明らかとなった。さらに、CNTF および
T３非存在下の IGF-2 単独添加でも分化促進作用が見られた。免疫抑制剤の非投与下においても、移
植後 2 週後に NWMI モデルラットの 17/19 匹、sham-ope ラットの 15/17 匹で GFP 陽性の移植細胞の
生存を確認した。また、脳梁内における移植細胞の分化程度を、NWMI および sham で比較したとこ
ろ、CC1 陽性 GFP 陽性細胞の割合は NWMI 脳内で著しく減少していた。しかし PDGFRα の割合は 2
郡間で有意差を認めなかった。さらに、移植後 8 週後においても、GFP 陽性移植細胞は NWMI ラッ
トの白質にわずかに確認され、その一部細胞において髄鞘様の突起が確認された。 
【結語】 NWMI 脳内には in vitro で OPC 分化促進作用を有する IGF-2 が発現増加しているが、移植
OPC の分化は in vivo で抑制されていることが明らかとなった。すなわち、in vivo において分化抑制
機構が IGF-2 の分化促進作用より強いことが明らかになり、分化抑制シグナルの脱抑制が NMMI へ
の細胞療法において重要であることが示された。 
【審査の内容】 
主査の澤本教授から 1）虚血脳に発現したほかの遺伝子には何があるか、その中から IGF-2 を選んだ理
由、2）フラスコをシェイクして OPC を集めたのは OPC のどのような性質を利用したのか、3)2 日目に
差があり、6日目に差がないという結果の解釈、4)移植の時に 30度の角度で injection した理由など 7
項目、第 1副査の松川教授から 1）ヒト未熟児 NWMI のモデルとする妥当性（運動機能、認知機能な
ど）、2)real time PCR の原理と測定法、3)oligodendrocyte 純度、4)移植細胞生着率に差はあるか、
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